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(57) Abstract 



The invention relates to the use of Hsp70 protein or fragments thereof to activate NK cells and to pharmaceuticals, medicinal products 
or medicinal adjuvants containing an Hsp70 protein or fragments thereof or activated NK cells. The invention also relates to a method for 
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(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft die Verwendung von Hsp70-Protein oder Fragmenten davon zur Aktivierung von NK-Zellen, Arzneimitteln, 
Medizinprodukten oder medizinischen Hilfsstoffen, die ein Hsp70-Protein oder Fragmente davon oder aktivierte NK-Zellen en thai ten, 
Verfahren zur Aktivierung von NK-Zellen, sowie medizinische Verwendungen der durch das erfindungsgemaBe Verfahren erhaltenen 
Produkte. 
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Verwendung von Hsp7 0 Protein 

Die Erfindung betrifft die Verwendung von Hsp70-Protein oder 
Fragmenten davon zur Aktivierung von NK-Zellen, Arzneimittel , 
Medizinprodukte oder medizinische Hilfsstoffe, die ein Hsp70- 
Protein oder Fragmente davon oder aktivierte NK-Zellen 
enthalten, Verfahren zur Aktivierung von NK-Zellen, ■ sowie 
medizinische Verwendungen der durch das erf indungsgemafie 
Verfahren erhaltenen Produkte . 

Chaperone sind fur eine Anzahl f undamentaler Prozesse in der 
Zelle notwendig . Insbesondere ist bekannt , daS sie dem 
ZellstreS entgegenwirken . Die am besten untersuchte Klasse von 
Chaperonen ist die Gruppe der Hit zeschock- Proteine (HSP) mit 
einem Molekulargewicht von 70 kDa (Multhoff et al . , Cell Stress 
& Chaperones 1 (3) (1996) , 167) . Diese Proteine sind 
evolutionar hochkonserviert . Sie binden intrazellular an nicht 
gefaltete oder nicht korrekt gefaltete Polypeptide, stabi- 
lisieren sie und inhibieren auf diese Weise deren Aggregation 
oder ermoglichen eine Transmembran- Trans lokat ion . Hsp70 ist 
sowohl im Zellkern, im Zytosol und an der Zelloberf lache 
bestimmter Tumorzellen lokalisiert. Neben ihrer intrazellularen 
Aufgabe als Chaperone scheinen die Mitglieder der HSP70-Familie 
an der Stimulierung des Immunsystems beteiligt zu sein, z. B. 
ent ziindlicher Prozesse unter Beteiligung von Pathogenen und an 
der zellularen ant i- Tumor immunantwort in vivo und in vitro. 
Entsprechend sind im Stand der Technik therapeutische 
Verwendungsmoglichkeiten von Hit zeschockproteinen dargestellt 
worden. So wird in der WO 97/10 000 der Einsatz von Komplexen, 
die aus einem Hit zeschockprotein und einem an dieses Protein 
nicht -kovalent gebundenem, exogenem Ant igenmolekul (Peptid) 
bestehen, zur Prevention und Behandlung von Tumor- und 
Inf ektionserkrankungen beschrieben. Die mit 

Hitzeschockproteinen im Komplex vorliegenden Antigene stammen 
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aus Tumorzellen. Sie weisen die gemeinsame Eigenschaft auf , 
eine Immunantwort zu induzieren. Multhoff et al . , Biol. Chem. 
379 (1998) , 295-300 ordnen HSPs, darunter Hsp70 eine Rolle in 
der Erkennung durch nicht -MHC-restringierte Ef f ektorzellen, 
darunter NK-Zellen, zu . Insbesondere wird herausgestellt , dafi 
NK-Zellen auf der Oberflache von Tumorzellen prasentierte 
Hsp70-Molekule erkennen und die Tumorzellen sodann lysieren. 
Ein weiterer Ansatz zur Therapie von Krebserkrankungen wurde 
von Tamura und Kollegen (Tamura et al . , Science 278 (1997), 
117-123) vorgestellt. Sie konnten belegen, date Tumor- tragende 
Mause dann erfolgreich mit Hit zeschockproteinpraparat ionen 
behandelt werden konnen, wenn diese aus autologen Tumoren 
stammen. Praparat ionen aus nicht - autologen Tumoren oder aus 
Normalgewebe hingegen fuhren nicht zur Regression der Tumore 
(Blachere et al . , J. Exp. Med. 186 (1997) 1315-1322). Die HSPs 
sind in der Studie von Tamura et al . mit einer Vielzahl nicht 
naher ident if izierter Peptide komplexiert. Zusammenf assend kann 
festgehalten werden, date der Stand der Technik eine 
immunologische Aktivitat von HSP-Molekiilen belegt, wenn diese 
entweder mit Peptiden komplexiert sind und/oder auf der 
Oberflache von Zellen wie Tumorzellen prasentiert werden. 
Obwohl somit das Potential von Hit zeschockproteinen bei der 
Bekampfung unterschiedlicher Erkrankungen in erster Naherung 
erkannt ist, hangt der erfolgreiche therapeut ische Einsatz in 
der Regel jedoch von der Preparation bestimmter Komplexe oder 
Zellaufbereitungen sowie von der Menge des Ausgangsmaterials 
(Tumormaterials) ab . Ein universeller, patientenunabhangiger 
Einsatz dieser Komplexe oder Zellaufbereitungen ist nur schwer 
vorstellbar . 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war demzufolge, neue Mittel 
und Wege fur die Nutzung des immunologischen Potentials von 
Hitzeschockproteinen bereit zustellen, die unbelastet von den 
vorstehend genannten aus dem Stand der Technik bekannten 
Nachteilen sind. 

Diese Aufgabe wird durch die in den Anspruchen dargestellten 
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Ausfuhrungsformen gelost . 

Somit betrifft die Erfindung die Verwendung eines Hsp70- 
Proteins, eines carboxy-terminalen (C-terminalen) Fragment e 8 
davon Oder eines Derivats davon Oder eines Proteins mxt exner 
Aminosauresequenzhomologie zum C-terminalen Bereich des Hsp70- 
Proteins von > 70% zur Herstellung eines Arzneimxttels , 
Medizxnproduktes oder medizinischen Hilfsstoffes zur 
Aktivierung von NK-Zellen. 

Arzneimittel sind erf indungsgemaS als Stoffe und Zubereitungen 
aus Stoffen definiert, die dazu bestimmt sind, durch Anwendung 
am oder im menschlichen Korper Krankheiten, Leiden, 
Korperschaden oder krankhafte Beschwerden zu heilen, zu 
lindern, zu verhuten oder zu erkennen. 

Medizinprodukte sind erf indungsgemaS alle einzeln oder 
mit einander verbunden verwendeten Stoffe und Zuberextungen aus 
Stoffen oder andere Gegenstande, die vom Hersteller zur 
Anwendung fur Menschen mittels ihrer Funktionen zum Zwecke der 
Er kennung, Verhutung, Uberwachung, Behandlung oder Linde™g 
von Krankheiten zu dienen bestimmt sxnd und deren 
bestimmungsgemafce Hauptwirkung im oder am menschlichen Korper 
we der durch pharmakologisch oder immunologisch wxrkenoe Mxttel 
noch durch Metabolismus erreicht wird, deren Wirkungsweise aber 
durch solche Mittel unterstutzt werden kann. 

Medizinische Hilfsstoffe sind erf indungsgemaS solche Stoffe, 
die zur Produktion (als aktive Ingredienzien) von Arzneimxtteln 
eingesetzt werden. 

Ferner betrifft die Erfindung die Verwendung eines Hsp70- 
Proteins, eines C-terminalen Fragmentes davon oder exnes 
Derivats davon oder eines Proteins mit exner 
Aminosauresequenzhomologie zum C-terminalen Berexch 

(Aminosauren 384-641) des Hsp70-Proteins von > 70% zur ex vivo 

oder in vitro Aktivierung von NK-Zellen. 
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Der Begriff "Hsp7 0 - Protein" erfa£t erf indungsgemaS 

eukaryontische Hit zeschockproteine , deren Expression durch 
Hitze, aber auch durch eine Vielzahl anderer Reagenzien wie 
z.B. Aminosaure-Analoga, Schwermetalle , Ionophore oder 
Zellgifte induzierbar ist, wobei der Faktor der Steigerung der 
Expression durch die Induktion im Verhaltnis zur konstitut iven 
Expression mindestens 5 betragt. Die beiliegende Figur 5 zeigt 
den Aufbau eines Hsp70-Proteins bestehend aus einer N- 
terminalen ATPace Domane und einer C-terminalen Substrat- 
Bindungsdomane des Proteins. Die vollstandige Aminosauresequenz 

ist verof f entlicht in Milner, et al . , Immunogenet ics 32 (4) 

(1990) , 242-251. 

Der Begriff " carboxy- terminale [s] (C-terminale [s] ) Fragment" 
des Hsp70-Proteins umfafct erf indungsgemaB (Poly) peptide , die 
eine Aminosauresequenz aus dem Bereich der Aminosauren 3 84-641 
des menschlichen Hsp70 aufweisen. UmfaSt von der vorliegenden 
Erfindung sind auch Fragmente des C-terminalen Fragmentes 384- 
641. In anderen Ausf uhrungsf ormen sind mit diesem Begriff 
(Poly) peptide erf afet , die aus dem Bereich eines anderen, von 
dem erf indungsgemafi verwendeten Begriff "Hsp70 - Protein" 
erfaSten Proteins stammen, der zu dem genannten C-terminalen 
Bereich des menschlichem Hsp70-Proteins homolog ist. Die erfin- 
dungsgemag verwendeten Fragmente des Hsp70 -Proteins weisen 
ebenfalls die Fahigkeit auf , NK-Zellen zu aktivieren. Die 
Akti vie rung kann vom Fachmann ohne we i teres anhand der Lehre 
der Erfindung iiberpruft werden . Insofern ist der Fachmann auch 
ohne weiteres in der Lage , Fragmente aus dem vorstehend 
genannten Fragment 384-641 gentechnologisch herzustellen 
(allgemeine Verfahren hierzu sind beschrieben in Sambrook et 
al . , "Molecular Cloning, A Laboratory Manual", 2. Auf lage 1989, 
CSH Press, Cold Spring Harbor, N. Y.) und auf die gewiinschten 
Aktivierungseigenschaf ten hin zu testen. 



Der Begriff "Derivat" umfatet sowohl Derivate des Hsp70 - Proteins 
als auch Derivate des C-terminalen Fragmentes, sofern diese 
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Derivate die erf indungsgemafien Funktionen aufweisen. Derartige 
Derivate weisen vorzugsweise dieselbe dreidimensionale Struktur 
wie Hsp-70 bzw. dessen C- terminale Fragmente auf und kdnnen 
beispielsweise durch Pept idomimet ics hergestellt werden (al- 
Obeidi et al . , Mol . Biotechnol - 9 (1998), 205-223 ; Wiley et 
al., Med. Res. Rev. 13 (1993), 327-3 84; Bohm, J. Comput . Aided 
Mol. Des . 10 (1996), 265-272; Hruby et al . , Biopolymers 43 
(1997) , 219-266) . 

Der Begriff "NK-Zellen" ( "Naturliche Killerzellen" , engl . : 
"natural killer cells") umfaSt groSe , granulare Lymphozyten, 
die CD45 auf der Oberf lache exprimieren und ohne vorherige 
Stimulation Killerakt ivi tat aufweisen. Sie sind insbesondere 
dadurch gekennzeichnet , da£ sie CD16 exprimieren und/oder durch 
Interieukin-2 stimulierbar sind und/oder kein CD3 exprimieren 
und/oder keine a/p- oder y/6- T- Zell -Rezeptoren besitzen. 

Die NK-Zellen, die im erf indungsgemaSen Verfahren ihre Wirksam- 
keit entfalten, sind weiterhin bevorzugt durch die nachfolgen- 
den Eigenschaf ten gekennzeichnet: 

sie sind transient plast ik-adharent nach Zugabe von IL-2 
in Mengen von 10 bis 10.000 Einheiten, z.B. von 100 l.E, 
wobei IL-2 von der Firma Chiron bezogen werden kann; 
die Adharenz erfolgt 3-18 Stunden nach Zugabe des IL-2 auf 
frisch isolierte PBL (monozytendepletierte , periphere 
Blut lymphozyten) ; 

die NK-Zellen weisen eine CD16dim Expression auf 
(Mittelwert der Fluorszenz schwach) ; 

die NK-Zellen exprimieren CD56 und CD57 als typische NK- 
Marker ; 

die NK-Zellen exprimieren CD94 (C-Typ Lectin Killer-Zell- 
Rezeptor) ; 

die NK-Zellen sezernieren nach Aktivierung mit Ksp70 und 
Zytokinen IFNgamma; 

die NK-Zellen sind durch Zugabe von Hsp70 (gereinigtes 
Protein) stimulierbar (Wachstum und zytotoxische Aktivi- 
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tat) ; 

sie sind nicht vom MHC-Typ des Patienten abhangig. 

Erf indungsgemate konnen auch andere NK- Zellpopulationen 
eingesetzt werden. Voraussetzung ist jedoch, daS sie durch das 
erf indungsgemaS eingesetzte Hsp70 oder durch die genannten 
Fragmente oder Derivate aktivierbar sind. Erf indungsgemate 
konnen isolierte NK-Zellen eingesetzt werden. Es ist aber auch 
moglich, Zellgemische wie periphere mononucleate Blutzellen 
(PBMC) einzusetzen, in denen NK-Zellen enthalten sind. 

Der Begriff "Aminosauresequenzhomologie zum C-terminalen 
Bereich des Hsp70 -Proteins von > 70%" bedeutet im Sinne dieser 
Erfindung, date mindestens 7 0% der Aminosauren bei einer 
Gegeniiberstellung ("alignment") von zwei Aminosauresequenzen 
identisch sind, wobei die eine der gegeniibergestel 1 ten 
Aminosauresequenzen die des C-terminalen Bereichs von Hsp70 
ist. Umfafet sind auch solche Sequenzen, bei denen 70% der 
Aminosauren identisch sind, die sich aber zusatzlich von der C- 
terminalen Hsp70 -Ref erenzsequenz bei der Gegeniiberstellung 
durch Liicken ("gaps") unterscheiden . Diese Liicken konnen 
entweder im erf indungsgemaS eingesetzten homologen Molekul oder 
im Ref erenzmolekiil auftreten. Alignments, iiblicherweise durch 
Computervergleich, sind im Stand der Technik bekannt, 
desgleichen die Programme, mit denen derartige Alignments 
durchgefuhrt werden konnen. Es ist aufierdem bevorzugt, daS die 
Proteine bzw. Fragmente eine Aminosauresequenzhomologie zum 
carboxy- terminalen Bereich, also im Bereich der Aminosauren 384 
641, des Hsp7 0- Proteins von 2. 8 0% und bevorzugt > 90%, 
auf weisen . 

Der Befund, daS Hit zeschockproteine , C-terminale Fragmente 
davon oder davon abgeleitete Derivate liber die Aktivierung von 
NK-Zellen immunologische Aktivitaten induzieren, selbst wenn 
sie nicht mit Peptiden komplexiert sind oder auf der Oberflache 
von Zellen wie Tumorzellen prasentiert werden, mu£ als hochst 
iiberraschend angesehen werden. Beispielsweise ging man noch im 
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Juni 1998 (vgl . Srivastava et al . , Immunity 8 (1998), 657-665, 
hier gutachtlich zitiert) davon aus, da£ isolierte 
Hitzeschockproteine keine immunogenen Wirkungen wie CTL- 
Induktion aufweisen (Blachere et al . , J. Exp. Med. 186 (1997), 
1315-1322) und keine protektive Immunitat gegenuber irgendeiner 
Krebsart induzieren konnen (Udono und Srivstava, J. Immunol . 
152 (1994), 5398-5403). Mit der vorliegenden Erfindung wird 
hingegen moglich, patientenunabhangig eine in vitro oder in 
vivo Aktivierung von NK-Zellen herbeizufuhren, die nach der 
Aktivierung erfolgreich gegen verschiedene Krankheiten, 
beispielsweise Tumorerkrankungen eingesetzt werden konnen. Die 
Verwendung von isoliertem Hit zeschockprotein erlaubt daruber 
hinaus eine bessere Standardisierung von Aktivierungsvorgangen . 
Mit der vorliegenden Erfindung ist es moglich, HSP in 
unbegrenzter Menge herzustellen, wohingegen bei der 
patientenspezif ischen Aufbereitung der HSP-Peptid Komplexe die 
Menge an HSP liber die Menge des Tumors limitiert ist. 

Uberraschend ist iiber die vorgenannten Befunde hinaus, da£ auch 
der Einsatz von C-terminalen Fragmenten des Hsp7 0 - Proteins zum 
erf indungsgemateen Ergebnis f uhrt . Unerwartet ist vor allem, da£ 
der C-Terminus of f ensichtlich dieselbe dreidimensionale 
Struktur aufweist, die von NK-Zellen erkannt wird und zu deren 
Aktivierung f uhrt . Die Moglichkeit des Einsatzes von C- 
terminalen Hsp70 -Fragmenten in der Aktivierung von NK-Zellen 
birgt unter anderem den Vorteil, daS die rekombinante 
Herstellung zu besseren Ausbeuten im Vergleich zur 
rekombinanten Darstellung des gesamten Proteins fiihren sollte. 

Die Herstellung von Derivaten von Hsp70 oder dessen C- 
terminalen Fragmenten, beispielsweise durch Pept idomimet ics , 
ist beispielsweise dann sinnvoll, wenn der rasche Abbau dieser 
(Poly) peptide im Korper vermieden werden soli. Dies kahn z. B. 
bei der oralen Gabe von Arzneimitteln eine Rolle spielen. 

Vorzugsweise umfaSt die Aktivierung die Induktion einer durch 
NK-Zellen vermittelten Immunantwort . Dabei ist besonders 
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bevorzugt , da£ die durch NK-Zellen vermittelte Immunantwort 
eine Stimulation der Proliferation der NK-Zellen und/oder die 
Steigerung der zytolyt ischen Aktivitat der NK-Zellen umf aSt . 
Der Einsatz von Hsp70 bzw. von Fragmenten oder Derivaten davon 
erfolgt in alien vorgenannten Ausf iihrungsf ormen in einer 
(pharmazeut isch) wirksaraen Menge , so da£ die gewiinschte 
Aktivierung, vorzugsweise die Immunantwort, induziert wird. Die 
Immunantwort richtet sich vornehmlich, aber nicht 
ausschlieSlich gegen solche Zellen, die Hsp70 oder Fragmente 
davon auf der Zelloberf lache exprimieren. Hierzu gehoren sowohl 
menschliche als auch tierische Zellen. Zu diesen Hsp70 auf der 
Zelloberf lache exprimierenden menschlichen oder tierischen 
Zellen gehoren beispielsweise Tumorzellen und Zellen von 
Patienten mit Inf ekt ionskrankheiten . Die zytolytische Aktivitat 
der durch Hsp70 erf indungsgemaS stimulierten NK-Zellen ist 
signifikant erhoht , so da£ eine immunologische Elimination 
dieser Hsp70 auf der Zelloberf lache exprimierenden Zellen 
ermoglicht wird. 

In einer besonders bevorzugten Ausf iihrungsf orm der 
erf indungsgemafien Verwendung ist die zytolytische Aktivitat 
gegeniiber Tumorzellen und/oder Zellen von Patienten mit 
Inf ektionserkrankungen gesteigert . 

In einer weiteren besonders bevorzugten Ausf iihrungsf orm der 
erf indungsgemaften Verwendung ist die zytolytische Aktivitat 
gegeniiber Leukamiezellen , Lymphomzellen, Tumorzellen und meta- 
stasierenden Zellen solider Tumore und Zellen von Patienten mit 
viralen, mykotischen oder bakteriellen Inf ektionserkrankungen 
gesteigert . Ein Beispiel f iir die Behandlung viraler Er- 
krankungen ist die Behandlung von HIV- Inf ekt ionen , ein Beispiel 
fur eine bakterielle Infektion ist die Behandlung von durch My- 
kobakterien hervorgeruf enen Erkrankungen . Zu den soliden Tumo- 
ren, deren Metastasenzellen durch das erf indungsgemafie immuno- 
logische Verfahren behandelbar sind, gehoren beispielsweise 
Karzinome, Sarkome , Melanome oder Leukamien und Lymphome . Bei- 
srjiele fur Karzinome sind Kolonkarzinome und Lungenkarzinome . 
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Durch die erfindungsgemafie Verwendung eines Hsp70 -Proteins , 
Teilen dieses Proteins oder > 70% sequenzhomologer Proteine 
konnen Zellen lysiert werden, die durch Viren, Bakterien und/ - 
oder Pilze infiziert sind oder Zellen, die tumorigen verandert 
sind. Auch Zellen, die antigene Teile dieser Fremdorganismen 
oder Teile von Tumorzellen enthalten, konnen durch die erfin- 
dungsgemafee Anwendung des Hsp70- Proteins mit Hilfe der akti- 
vierten NK-Zellen lysiert werden. 

Die Erfindung betrifft ferner ein Verfahren zur ex vivo oder in 
vitro Aktivierung von NK-Zellen, wobei man eine NK-Zellen 
enthaltende physiologische Zellsuspension mit einem Hsp70- 
Protein, einem C-terminalen Fragment davon oder einem Derivat 
davon oder einem Protein mit einer Aminosauresequenzhomologie 
zum C-terminalen Bereich (Aminosauren 384-641) des Hsp70- 
Proteins von j> 70% vermischt und inkubiert, urn eine Aktivierung 
der NK-Zellen zu bewirken. 

Die Inkubation kann bei Raumtemperatur , bevorzugt aber bei 
physiologischer Temperatur (37 °C) auf einem Schiittler (sanftes 
Schiitteln) erfolgen. 

In einer bevorzugten Ausf iihrungsf orm des erf indungsgemaSen 
Verfahrens umfa£t die Aktivierung eine Stimulation der Proli- 
feration der NK-Zellen und/oder eine Steigerung ihrer 
Zytotoxizitat . Hinsichtlich der bevorzugten Zielzellen fur die 
zytotoxische Aktivitat wird auf die vorstehenden Darstellungen 
verwiesen . 

In einer besonders bevorzugten Ausf iihrungsf orm des 
erf indungsgemaSen Verfahrens werden als NK-Zellen enthaltende 
physiologische Zellsuspension periphere , mononukleare 

Blutzellen (PBMC) oder eine NK-Zellen enthaltende Fraktion 
hiervon eingesetzt . 

Die NK-Zellen konnen durch geeignete Verfahren aus den zu be- 
handelnden Patienten oder aus einem gesunden Spender durch 
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Blutabnahme gewonnen werden. Bevorzugt sollen Buffy-Coats (Lym- 
phozytenkonzentrate) , die NK-Zellen enthalten, verwendet wer- 
den. 

Buffy-Coats (Lymphozytenkonzentrate) werden iiber die Vene aus 
dem Patienten entnommen und z.B. mit Heparin versetzt, urn eine 
Verklumpung der Zellen zu verhindern . Die mit Heparin 
versetzten Buffy-Coats werden in einem sterilem Gefafi (zumeist 
Plastiksackchen) gesammelt und anschlieSend zentrif ugiert , so 
da£ es zu einer Anreicherung von Blut zellen ( = PBMC, 
periphere, mononukleare Blutzellen, z.B. Lym-phozyten , 
Erythrozyten , Granulozyten usw.) kommt . Das Lymphozy- 
tenkonzentrat bleibt steril im Gefa£ (Plastikbeutel ) . Im Falle 
von gesunden Probanden besteht ein Buffy-Coat aus weiSen und 
roten Blutzellen {Lymphozyten, Erythrozyten usw.). Im Falle 
eines Turaorpat ienten besteht der Buffy-Coat nicht nur aus Blut- 
zellen, sondern kann auch Tumorzellen enthalten (bei Leukamien, 
z.B. leukamische Zellen = Blasten; bei soliden Tumoren, z.B. 
metastastasierte Zellen) . 

Die Buffy-Coats, die periphere , mononukleare Blutzellen 
enthalten, werden in Form einer physiologischen Zellsuspension , 
bevorzugt versetzt mit Heparin, eingesetzt . Das Heparin 
verhindert eine Aggregation der Zellen. 

In einer weiteren besonders bevorzugten Aus fiihrungs form des 
erf indungsgemafien Verfahrens enthalt die Zellsuspension 
weiterhin Hsp70 auf der Zelloberf lache exprimierende 
menschliche oder tierische Zellen. Eine Stimulation der NK- 
Zellen durch Hsp70-Protein kann allerdings auch erfolgen, wenn 
keine Hsp70 auf der Zelloberf lache exprimierende Zielzellen 
(Tumorzellen, infizierte Zellen) vorhanden sind. 

In einer anderen besonders bevorzugten Ausf iihrungsf orm des 
Verfahrens werden als menschliche oder tierische Zellen 
Tumorzellen, Zellen von Patienten mit Inf ektionserkrankungen 
eingesetzt . 
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In einer weiteren besonders bevorzugten Ausf uhrungsf orm des 
Verfahrens werden als menschliche oder tierische Zellen 
Leukamiezellen, Lymphomzellen, metastasierende Zellen solider 
Tumore und Zellen von Patienten mit viralen, mykotischen oder 
bakteriellen Inf ektionserkrankungen eingesetzt. 

In einer anderen bevorzugten Ausf uhrungsf orm des Verfahrens 
wird die die Zellen und Proteine enthaltende physiologische 
Zellsuspension mindestens 3 Stunden inkubiert . 

Um die zytolytische Wirkung der Naturlichen Killerzellen zu 
steigern, werden in dieser Ausf uhrungsf orm vorzugsweise die 
Zielzellen der Naturlichen Killerzellen zusammen mit den 
Naturlichen Killerzellen und dem Hsp70 miteinander in 
Suspension vorzugsweise fur den genannten Zeitraum inkubiert. 
Allerdings sind auch Langzeit inkubationen fur mindestens 4 Tage 
moglich. Dement sprechend wird in einer anderen besonders 
bevorzugten Ausf uhrungsf orm des erf indungsgemaiSen Verfahrens 
die Inkubation 4 Tage lang vorgenommen. 

In einer weiteren bevorzugten Ausf uhrungsf orm der 
erf indungsgemaSen Verwendung oder des erf indungemaSen 
Verfahrens wird zusatzlich ein Zytokin eingesetzt. Das Zytokin 
kann dabei getrennt mit den NK- Zellen und/oder den 
Hit zeschockproteinen , Fragmenten oder Derivaten davon oder 
zusammen in einer Dosis eingesetzt werden. 

In einer besonders bevorzugten Ausf uhrungsf orm der Verwendung 
oder des Verfahrens wird als Zytokin ein Interleukin 
eingesetzt. Auch eine Kombination von Interleukinen kann 
erf indungsgemaS zusammen mit dem Hsp70 - Protein eingesetzt 
werden, um die Aktivierung der NK- Zellen .weiter zu verstarken, 
z.B. die durch NK- Zellen vermittelte Immunantwprt oder die Sti- 
mulation der Proliferation der NK- Zellen . 

In einer weiteren besonders bevorzugten Ausf uhrungsf orm der 
Verwendung oder des Verfahrens der Erfindung wird als 
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Interleukin IL-2, IL-12 und/oder IL-15 eingesetzt. 

Durch die Erfindung eroffnet sich die Moglichkeit, nicht nur ex 
vivo aktivierte NK-Zellen in den Patienten zu reinf undieren, 
sondern aufgrund der Vermeidung toxischer Stoffe erfindungemafi 
behandelte NK-Zellen, z.B auch in Kombinat ion mit einer Hyper- 
thermiebehandlung , auch in vivo einzusetzen. Diese 
Ausf iahrungsf orm der Erfindung hat den weiteren, unschatzbaren 
und uberraschenden Vorteil, da£ auch Zielzellen, z.B. 
Tumorzellen, die den bekannten Therapieverf ahren widerstanden, 
nunmehr durch zytolytische Wirkung von NK-Zellen immunologisch 
abgetotet werden konnen. Die Erfindung betrifft somit ferner 
ein Verf ahren zur in vivo-Aktivierung des Iramunsystems, wobei 
man einem Patienten eine pharmazeutisch wirksame Menge von nach 
dem vorstehend beschriebenen Verfahren aktivierten NK-Zellen 
verabreicht, gegebenenf alls in Kombination mit oder zeitlich 
vor einer pharmazeutisch wirksamen Menge eines Hsp70 -Proteins , 
eines C-terminalen Fragmentes davon oder eines Derivats davon 
oder eines Proteins mit einer Aminosauresequenzhomologie zum C- 
terminalen Bereich (Aminosauren 384-641) des Hsp70 -Proteins von 
2. 70% verabreicht. 

Im Falle, dalS die Wirkstoffe zusammen verabreicht werden, 
konnen die Wirkstoffe in einem Container oder mehreren 
Containern getrennt formuliert sein, wahrend sie im Falle einer 
zeitlich getrennten Verarbeitung getrennt formuliert sind. 

Sofern die NK-Zellen vor dem Hsp70-Proteinen verabreicht 
werden, sollte der entsprechende Zeitraum vor der Gabe des 
Hsp70-Proteins mindestens 3-24 Stunden betragen. 

Ein Beispiel fur eine erf indungsgemaSe Behandlung ist wie 
folgt : 

Buf fy-coat-Zellen (Lymphoztenkonzentrate) , bestehend aus peri- 
pheren, mononuklearen Blutzellen oder Knochenmarkszellen und 
Tumorzellen aus Tumorpatienten , beispielsweise Leukamiepatien- 
ten, werden in einem Behalter, beispielsweise einem Kunststoff- 
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behalter, der steril verschlossen ist, einer Behandlung mit dem 
Hsp70, Hsp70 -verwandten Protein und/oder wirksamen Fragmenten 
oder Derivaten hiervon, in einem temperaturkontrollierten 
Wasserbad einer Hitzebehandlung unterzogen. Im Behalter 
befinden sich sowohl die Tumorzellen als auch die NK-Zellen, 
die iiber die vorliegende Behandlung stimuliert werden. Nach 
AbschluS des erf indungsgemafien Verfahrens wird die aktivierte 
NK-Zellen und die lysierten Tumorzellen enthaltende Kulturlo- 
sung in den Patienten reinf undiert . 

Erf indungsgemafi liegen die NK-Zellen gegebenenf alls zusammen 
mit anderen peripheren, mononuklearen Blutzellen, 

beispielsweise zusammen mit Erythrozyten und . Granuiozyten una 
T-Zellen, vor. Bevorzugt werden somit die NK-Zellen nicht 
al-leine verwendet , sondern durch Isolierung von Bufry-Coat- 
Zellen eine Mischung der peripheren, mononuklearen Blutzellen 
gewonnen. Bei Tumorpatienten enthalten diese Anreicherungen 
weiterhin Tumorzellen, die durch das erf indungsgemafie Verfahren 
immunologisch eliminiert werden. 

Desweiteren betrifft die Erfindung ein Verfahren zur in vivo- 
Aktivierung von NK-Zellen, wobei man einem Patienten eine 
pharmazeutisch wirksame Menge eines Hsp70 -Proteins , eines C- 
terminalen Fragmentes davon oder eines Derivats davon oder 
eines Proteins mit einer Aminosauresequenzhomologie zum C- 
terminalen Bereich (Aminosauren 3 84-641) des Hsp70-Proteins von 
2. 70% verabreicht. 

Weiterhin betrifft die Erfindung ein Verfahren zur Behandlung 
von Tumoren, Krebserkrankungen und/oder Inf ektionskrankheiten, 
wobei man einem Patienten eine pharmazeutisch wirksame Menge 
von nach dem vorstehend beschriebenen , erf indungsgemafcen 
Verfahren a ktivierten NK-Zellen und/oder eines Hsp70 -Proteins , 
eines C-terminalen Fragmentes davon oder eines Derivats davon 
oder eines Proteins mit einer Aminosauresequenzhomologie zum C- 
terminalen Bereich (Aminosauren 384-641) des Hsp70 -Proteins von 
j> 70% verabreicht. 
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In einer bevorzugten Ausf iihrungsf orm des Verfahrens der 
Erfindung ist der Tumor ein solider Tumor oder eine Metastase. 
Die Behandlungsstrategie zielt insbesondere auf die Elimination 
von Einzelzell-Metastasen ab, die durch das erf indungsgemaEe 
Verfahren immunologisch eliminiert werden konnen. Eine ver- 
starkte Aktivierung . Hsp70-spezif ischer NK-Zellen kann durch 
eine Zugabe von Interleukin-2 in einer niedrigen Dosis, bei- 
spielsweise 100 I.U., erreicht werden. Das Interleukin-2 kann 
beispielsweise zusammen mit dem Hsp70 in den sterilen Behalter, 
beispielsweise einen Kunststoff behalter , eingefuhrt werden. 

In einer weiteren bevorzugten Ausf iihrungsf orm der Erfindung ist 
die Krebserkrankung Leukamie oder ein Lymphom. 

In einer anderen bevorzugten Ausf iihrungsf orm der Erfindung ist 
die Inf ekt ionskrankheit viralen, mykotischen oder bakteriellen 
Ursprungs . 

Die Erfindung betrifft ferner ein Arzneimittel , einen 
medizinischen Hilfsstoff, oder ein Medizinprodukt , das ein 
Hsp70- Protein, ein C-terminales Fragment davon oder ein Derivat 
davon oder ein Protein mit einer Aminosauresequenzhomologie zum 
C-terminalen Bereich (Aminosauren 384-641) des Hsp70 -Proteins 
von ^ 70% und/oder von nach dem erf indungsgemaSen Verfahren 
aktivierten NK-Zellen in einer therapeutisch wirksamen Menge 
sowie gegebenenf alls ubliche Trager- und/oder Hilfsstoffe 
enthalt. Dem Arzneimittel ist gegebenenf alls ferner ein wie 
oben definiertes Zytokin zugesetzt. 

In einer bevorzugten Ausf iihrungsf orm des Arzneimittels , 
medizinischen Hilfsstoffs oder Medizinproduktes liegt das 
Protein in einer Konzentration von mindestens 1 ug/ml , bevor- 
zugt bis zu 1000 ug/ml , vorzugsweise 1 x 10 s bis 5 x 10 8 NK- 
Zellen, wobei eine Menge von 10 pig bis 600 pig/mi bevorzugt ist. 

Beispiele fiir geeignete pharmazeutisch vertragliche Trager sind 
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dem Fachmann gelaufig und umfassen beispielsweise 
phosphatgepuf f erte Salzlosungen, Wasser, Emulsionen, wie z. B. 
6l/Wasser-Emulsionen, sterile Losungen, etc. Die 

pharmazeutischen Zusammenset zungen (Arzneimittel ) , die 

derartige Trager enthalten, konnen nach gangigen Verfahren 
formuliert werden. Die pharmazeutischen Zusammenset zungen 
konnen dem betroffenen Individuum in einer geeigneten Dosis 
verabreicht werden. Arten der Verabreichung sind beispielsweise 
intravenos, intraperitoneal, subcutan, intramuscular, topisch 
oder intradermal . Die Dosierung hangt dabei von vielen Faktoren 
ab, z. B. von der Grofie, dem Geschlecht, dem Gewicht, dem Alter 
des Patienten, sowie der Art der speziell verabreichten 
Verbindung, der Art der Administration etc. Im allgemeinen 
liegt die monatlich verabreichte Dosis bei 10 bis 1000 /ig . Im 
Zusammenhang mit der intravendsen Injektion von 
erf indungsgemaSen Substanzen sind Dosierungen von 10 bis 10 00 
/xg gangig. Die Zusammenset zungen konnen lokal oder systemisch 
verabreicht werden. Im allgemeinen wird die Verabreichung 
parenteral erfolgen. So werden die erf indungsgemaS mit Hsp70- 
Protein behandelten NK-Zellen bevorzugt intravenos injiziert. 
Es kannt i auch«eine..Ing^ktlon direkt in den Tumor erfolgen, wobei 
eine wi/rks ame^^^Me^nQ^^^dejC^^^NK^Z el 1 e n - - injiziert wird . 
Selbstverstandlich sind auch andere, an sich bekannte 
Applikationsf ormen moglich. 

Das Hsp70 -Protein selbst kann beispielsweise zusammen mit 
Zytokinen appliziert werden. Ein Beispiel fur eine Applikation 
ist die Injektion des Hsp70-Proteins , z.B. zusammen mit 
Zytokinen intravenos, intramuskulos , subkutan, intraperitonial 
oder auch in die FuSsohle . 

In einer anderen bevorzugten Ausf uhrungsf orm der Verwendung 
oder des Verfahrens oder des Arzneimittels , des Medizinprodukts 
oder des medizinischen Hilfsmittels der Erfindung ist das 
Hsp70-Protein ein humanes Protein. Beispielsweise ist das 
erf indungsgemafie Protein humanen Ursprungs (bei der Isolierung 
aus Zellextrakten) bzw. weist die Aminosauresequenz des 
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menschlichen Hsp70 -Proteins auf (z. B. nach rekombinanter 
Herstellung) . Es konnen aber auch tierische Hsp70 -Proteine 
eingesetzt werden. 

Das erf indungsgemaS eingesetzte Hsp70 -Protein oder die 
Fragment e konnen sowohl rekombinant hergestellt werden, aus 
Zellextrakten isoliert werden oder uber chemische Synthese 
hergestellt werden. 

Bevorzugt ist, da& das Hsp70 -Protein oder dessen Fragment oder 
Derivat ein rekombinantes Protein ist. Derartige rekombinante 
Proteine konnen nach Standardverf ahren hergestellt werden. 

Diese Standardverf ahren sind dem Fachmann bekannt (Sambrook et 
al . , loc. cit. und Ausubel, "Current Protocols in Molecular 
Biology", Green Publishing Associates and Wiley Interscience, 
N.Y. (1989)) . Zur rekombinanten Herstellung der Proteine werden 
Nucleinsauremolekule eingesetzt, die das erf indungsgemaSe 
Hsp70- Protein oder Fragmente hiervon codieren. Diese konnen 
verschiedene Nucleinsauremolekule sein, insbesondere DNA oder 
RNA Molekule, beispielsweise cDNA, genomische DNA, mRNA etc. 
Diese Nucleinsauremolekule konnen natiirlich vorkommenden 
Molekiile sein und/oder durch genetische oder chemische 
Syntheseverf ahren hergestellte Molekule. Urn rekombinante 
Proteine herzustellen, verwendet der Fachmann Vektoren, 
insbesondere Plasmide, Cosmide, Viren, Bakteriophagen und 
andere in der Gentechnik gangige Vektoren (Sambrook et al . , 
loc. cit.) . Die in den Vektoren enthaltenen 

Nucleinsauremolekule konnen verknupft sein mit regulatorischen 
Elementen, die die Expression in prokaryontischen oder 
eukaryont ischen Zellen gewahrleistet . Hierbei kann der Begriff 
"Expression" Transkription als auch Transkription und 
Translation bedeuten. Regulatorische Elemente umfassen dabei 
insbesondere Promotoren. Fur die Expression eines 
Nucleinsauremolekuls in prokaryontischen Zellen stehen eine 
Reihe von Promotoren zur Verfugung, z. B. der E. coli lac- oder 
trp-Promotor , der P R - oder P L -Promotor des Lambda- Phagen , lad, 
lacZ, T3 , T7 , gpt, etc. Eukaryont ische Promotoren sind 
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beispielsweise der CMV immediate early-Promotor, der HSV- 
Promotor, der Thymidinkinase- Promo tor, der SV4 0 -Promotor , LTRs 
von Retroviren und der Maus Metallothionin I -Promotor. Es ist 
bereits eine Vielzahl von Express ionvektoren fur die Expression 
in prokaryontischen oder eukaryontischen Zellen beschrieben, z. 
B. fur Eukaryonten pKK223-3 (Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala, 
Schweden) oder GEM1 (Promega Biotec, Madison, WI , USA), 
pSV2CAT, pOG44 und fur Prokaryonten pQE70, pQE60, pBluescript 
SK, etc. Neben Promotoren konnen diese Vektoren auch Elemente 
zur weiteren Steigerung der Transkription enthalten, wie z. B. 
sogenannte Transkript ions - Enhancer . Beispiele dafur sind der 
SV4 0-Enhander , der Polyoma - Enhancer , der Cytomegalovirus early 
promoter-Enhancer und Adenovirus - Enhancer . Die rekombinanten 
Proteine konnen daher in verschiedenen prokaryontischen oder 
eukaryontischen Wirtszellen, beispielsweise unter Einsatz der 
oben beschriebenen Vektoren, exprimiert werden . Beispiele fur 
solche Wirtszellen sind bakterielle Zellen (wie z. B. E. coli, 
Streptomyces, Bacillus, Salmonella typhimurium) , Pilzzellen 
(wie beispielsweise Hefezellen, insbesondere Saccharomyces 
cerevisiae) , Insektenzellen (wie. z. B. Drosophila- oder SF9- 
Zellen), tierische Zellen (wie z. B. CHO oder COS-Zellen) oder 
auch Pf lanzenzellen, etc. Solche Wirtszellen werden unter 
Bedingungen kultiviert, die die Expression des rekombinanten 
Proteins erlauben, welches anschlieSend aus den Zellen und/oder 
aus dem Kulturmedium gewonnen werden kann. Verfahren zur 
Expression von Fremdprotein in verschiedenen Arten von 
Wirtszellen sowie zur Gewinnung des produzierten Proteins sind 
dem Fachmann gelaufig. 

In einer anderen bevorzugten Ausf iihrungsf orm der Verwendung 
oder des Verfahrens oder des Arzneimittels , Medizinprodukts 
oder medizinischen Hilfsstoffs der Erfindung umfafet das Hsp70- 
Protein das C-terminale Fragment die Aminosauren 3 84 bis 5 61 
von menschlichem Hsp7 0 oder den entsprechenden Bereich aus 
einem anderem Hsp70, das die erf indungsgemaSen Wirkungen 
aufweist oder umfafit das C-terminale Fragment die Aminosauren 
454 bis 460 von menschlichem Hsp70. Erf indungsgemaS konnte 
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uberraschenderweise gezeigt werden, daS Fragmente, welche diese 
minimale Sequenz von 7 Aminosauren (NLLGRFE) haben, durch 
Antikorper gehemmt werden, wodurch NK-Aktivierung unterbunden 
bzw. getrennt wurde . Die Experimente wurden entsprechend 
Multhoff et al . , J. Immunol. 158 (1997), 4341-4350 
durchgef uhrt . Es wurde der von Amersham erhaltliche Antikorper 
RPN 1197 eingesetzt. Die 7 Aminosauren konnen dabei von 
naturlicherweise f lankierenden Hsp70 - Sequenzen oder durch 
andere Aminosauren flankiert sein. Bevorzugt ist, da£ die 7 
Aminosauren in ihrem natiirlichen Kontext verbleiben. Sofern 
andere flankierende Aminosauren eingesetzt werden, wird 
bevorzugt der dreidimensionale Kontext, in dem die genannten 7 
Aminosauren naturlicherweise stehen beibehalten. Innerhalb der 
7 Aminosauren konnen weitere Aminosaureaustausche erfolgen, 
sofern die Homologie von mindestens 70% beibehalten wird. 
Allerdings umfassen diese Austausche nicht einen Austausch von 
Arginin in Position 458 durch Lysin. Dieser Austausch fuhrt zu 
einer Konf ormationsanderung . Entsprechend sind Austausche, die 
in den Bereich der 7 Aminosauren zu einer Konf ormationsanderung 
fiihren nur dann von der Erfindung umfafet, wenn sie die 
gewunschten Aktivierungseigenschaf ten aufweisen. 

Die Erfindung betrifft ferner die Verwendung der nach einem 
Verfahren nach einem oder mehreren der vorhergehenden 
Ausf uhrungsf ormen behandelten NK-Zellen zur Therapie von 
Tumor erkrankungen, und/oder Inf ekt ionserkrankungen . 

In einer bevorzugt en Ausf uhrungsf orm der erf indungsgema£en 
Verwendung erfolgt die Therapie durch Reinf undierung der 
behandelten NK-Zellen. 

Die vorstehend beschriebenen in vivo Verfahren konnen auch als 
Behandlungsverf ahren zur Behandlung der beschriebenen 
Indikatoren eingesetzt werden. 
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Die Figuren zeigen: 

FIGT7R 1 : Vergleich der prolif erierenden Aktivitat getrennter 
NK- (A) - und T (B) -Zellen, die entweder mit IL-2 (100 
IU/ml ) -Medium oder mit anderen rekombinanten Hsp70- 
Proteinen (rHsp70, rHsp70 -C term . (Aminosauren 384- 
561) , rHsp70homC, DnaK, Hsc70 und hit zedenaturiertem 
rHsp70) , die in IL-2-Medium (100 IU/ml) suspendiert 
.sind, je mit einer Konzentrat ion von 10 /ig/ml, 
stimuliert wurden . Die phanotypische Charakterisie- 
rung der NK-Zellen ist wie f olgt : 

CD3 : < 5%; CD16/CD56 : 46-87%; CD94 : 60-70%; p58 . 1 
und p5 8.2 : < 5% und T- Zellen: CD3 : 85-92%; 
CD16/CD56 : 5-10%; CD94 : < 29%; p58 . 1 und p58.2: 
nicht getestet; p70: nicht getestet, durchf luSzytome- 
trisch bestimmt. Die Proliferation der Zellen wurde 
nach 4 8 Stunden und nach Inkubation mit 3 H-Thymidin 
(1 /zCi/ml) bei 37°C fur 18 Stunden bestimmt. Der re- 
lative Prozentsatz der 3 H-Thymidin-Auf nahme in NK- (A) 
und T(B) -Zellen wurde mit den Wirkungen von IL-2 al- 
lein (100%) verglichen. Die Werte zeigen die Mittel- 
werte von vier bis sieben unabhangigen Experimenten ± 
Standardabwei chung . 

FTGUR 2 : Vergleich der zytotoxischen Aktivitat hochgereinigter 
NK-Zellen (CD3 : < 2%; CD16/CD56 : 75-80%; CD94 : 65- 
87%; p58.1 und p58.2 : 20-30%; p70 : < 10%), die ent- 
weder unbehandelt blieben (durchgezogene Linien, 
leere Symbole) oder nach einer Vorinkubation der NK- 
Zellen mit rHsp70 (A) -Protein (je 5 pig/ml fur 4 Tage; 
durchgezogene Linien, ausgefiillte Symbole) vorinku- 
biert wurden, gegeniiber 51 Cr-markierten Tumor- 
targetzellen CX+ (A) und CX- (B) , die sich aufgrund 
ihrer Fahigkeit, Hsp70 auf ihrer Plasmamembran zu ex- 
primieren, unterscheiden . Die Ergebnisse sind als 
Prozentsatz der spezifischen Lyse bei verschiedenen E 
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: T-Verhaltnissen von 0,2 : 1 bis 2 : 1 ausgedriickt . 
Jeder Punkt stellt den Mittelwert zumindest dreier 
unabhangiger Experimente db Standardabweichung dar . 
Der Prozentsatz an spontaner Freisetzung fur jede 
Tumortarget zellinie war immer unter 15%. 



FTHTTR 3 : Tumorwachs turn von Hsp7 0 tragenden CX+ Zellen in im- 
mundef izienten Mausen. Nach i. p. -Inj ektion von NK- 
Zellen wird das Tumorwachs turn vollstandig inhibiert 
(bei i .p . -Inj ektion der Tumorzellen) . Die TumorgroEe 
wurde in cm 2 angegeben . 

Tumorwachs turn nach i . p Inj ektion von CX+ und NK- Zel- 
len am Tag 21 . 

fthiir 4 : Tumorwachs turn von Hsp7 0 tragenden CX+ Zellen in im- 
mundeff izienten Mausen. Nach i. v.-Injektion von NK- 
Zellen wird das Tumorwachstum vollstandig inhibiert. 
Das Tumorwachstum wurde in Gramm gemessen. 
Tumorwachstum nach o . t Inj ektion von CX+ und i. v.- 
Injektion von NK-Zellen am Tag 35. Die NK-Zellen ver- 
hindern das Tumorwachstum von Hsp7 0 -tragenden CX+ 
Zellen nach 3 bzw. 5 Wochen nach Inj ektion und (vgl . 
Figur 3). Sowohl eine intraperitoniale als auch eine 
intravenose Applikation der NK-Zellen fuhrt zu 
vergleichbaren Ergebnissen. 

FTGtTR 5 : Intaktes Hsp7 0 - Protein mit Darstellung des C-termina- 
len Bereichs 

f T (TiTR 6 : Darstellung des Einflusses von Hsp70 und/oder Zytoki- 
nen auf die durch NK-Zellen vermittelte Immunantwort . 
Die Zytokinzugabe bewirkt auch eine Stimulation von 
T-Zellen. 



Jedes der hierin zitierten Dokumente (einschl ieSlich Angaben 
des Herstellers, Bedienungsanleitungen, etc.) wird hiermit 
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durch Bezugnahme in die Beschreibung inkorporiert . 
Die Beispiele erlautern die Erfindung. 

Beispiel 1: Gesteigerte Proliferation von NK-Zellen nach Gabe 
von Hsp7 0 

Die Proliferation gereinigter NK- und T-Zellen, die mit den 
Hsp70-Proteinen rHsp70, DnaK, Hsc70, rHsp70-C term. und 
rHsp70homC (Aminosauren 3 84-561) stimuliert worden waren, wurde 
in einem 3 H-Thymidin-Auf nahme- Standardtest bestimmt 

(Testbedingungen vgl . spater) . Dazu wurden zunachst periphere 
Blutlymphozyten aus f reiwilligen, menschlichen Spendern in 
nicht-adharente CD3+ T-Zell und transient (12-24 Stunden) 
adharente CD3 - (CD16+/CD56+) NK- Zell - Subpopulationen in einem 
Mehrschrittverf ahren und nachf olgender 12-stundiger Inkubation 
in einem IL-2 -enthaltendem Medium (vgl. 3) getrennt . Die Zellen 
wurden getrennt in rIL-2 (100 IU, Chiron, Frankfurt, 
Deutschland) , enthaltend ein RPMI 1640 (Life Technologies, 
Eggenstein, Deutschland) -Medium fur 3-4 Tage lang kultiviert. 
Die Proliferation wurde als H-3 Aufnahme gemessen. 

Panning -Experimente wurden unter Verwendung von humanem, 
rekombinanten Hsp70 (rHsp70 / SPP-755, StressGen 

Biotechnologies, Victoria, Canada) und DnaK (Hsp7 0-Homolog , er- 
halten aus E . coli, SPP-630, StressGen) durchgef uhrt . Die Pro- 
teine wurden in PBS zu einer Stammkonzentration von 1 ^g/ml 
verdunnt und in Aliquots bei -80°C t ief gef roren . T-25-Kultur- 
flaschen wurden mit rHsp70 bzw. DnaK-Protein (10 /ig/ml) , 
verdiinnt in 3 ml eiskaltem Carbonatpuf f er , pH 9,5 12 Stunden 
lang inkubiert . Nach Abblockung nicht-spezif ischer Bindungs- 
stellen mit PBS/5% FKS wurde eine Mischung aus T- und NK-Zellen 
suspendiert in PBS/l% FKS in einem Verhaltnis von 1 : 2 und 2 : 
1 in den Kulturf laschen 1 Stunde lang bei Raumtemperatur 
inkubiert. Nicht-adharente Zellen wurden aus der 
Uberstandsf raktion nach Inkubation erhalten. Adharente Zellen 
wurden durch sequentielle Waschschritte unter Verwendung von 
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eiskalter PBS/10% FKS-L6sung erhalten. Urn leicht-adharente Zel- 
len zu entfernen, wurde ein einzelner, milder Waschschritt ver- 
wendet, wahrend stark- adharente Zellen durch zusatzliche, 
stringente Waschschritte erhalten wurden. Die bei jedem Schritt 
erhaltenen Zellpopulat ionen wurden getrennt gezahlt und 
durchf luSzytometrisch, phanotypisch charakterisiert . 

Die Durchf luSzytometrie wurde wie in (4) beschrieben auf einem 
FACScan- Instrument (Becton Dickinson/ Heidelberg, Deutschland) 
durchgef uhrt . Der Prozentsatz an positiv-gef arbten Zellen wurde 
definiert als Differenz zwischen der Zahl spezif isch-gef arbter , 
vitaler (propidiumiodid-negat iver ) Zellen minus der Anzahl an 
Zellen, die mit dem Isotyp entsprechenden Kontrollant ikorpern 
gefarbt waren . Die nachf olgenden Antikorper wurden zur 
phanotypischen Kennzeichnung der Ef f ektorzellen verwendet : 
Dem I sotyp - ent sprechender Kontrollant ikorper (Dianova, Hamburg, 
Deutschland; Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland) , CD16 
(Dianova, Hamburg, Deutschland) , CD3 (Dianova, Hamburg, 
Deutschland) . 

Die Prolif erationsf ahigkeit von T- oder NK-Zellen gegen unter- 
schiedliche Hsp70 -Proteine wurde in einem 3 H-Thymidin-Auf nahme- 
Standardtest bestimmt . Lebensfahige Zellen (5 x 10 4 Zellen/100 
/il) wurden in eine 96 Vertiefungen-enthaltende Mikrotiterplatte 
mit einem flachen Boden (Greiner, Niirtingen, Deutschland) ein- 
gesat, wobei ein supplementiertes RPMI 1640 -Medium mit 100 IU 
IL-2 und verschiedenen, rekombinanten Hsp70 -Proteinen (rHsp70, 
DnaK, Hsc7 0 , die konstitutive Form von Hsp70, gereinigt aus 
Rinderhirn, SPP-750; StressGen; rHsp70-C term., sie rek. 
C-terminale Peptidbindungsdomane von Hsp7 0 (Aminosauren 3 84 - 
561) , rHsp70homC, die rekombinante C-terminale 

Peptidbindungsdomane von Hsp70hom (Hsp70hom ist ein Testis 
spezifisches Mitglied der Hsp70 Familie, das eine starke 
Homologie (94%) zu Hsp70 aufweist) , Aminosauren 384-561) 
eingesetzt wurde. Durch Test verschiedener Konzentrationen der 
Hsp70 -Proteine (1 - 2 00 pig/ml) konnte herausgef unden werden, 
daS eine Endkonzentrat ion von 100 ptg/ml zur Stimulation optimal 
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war. Als weitere interne Kontrolle wurde die prolif erierende 
Aktivitat gegen IL-2 (100 IU) parallel bestimmt . Nach einer 
Inkubationszeit von 2 4 Stunden oder 4 8 Stunden wurden die 
Zellen mit 3 H-Thymidin (1 /zCi/Vertief ung) markiert, und die 
Gesamtauf nahme wurde nach 18-stundiger Inkubation bei 3 7°C in 
einem Flussigszint il lat ionszahlgerat (Beckmann Instruments, 
Munchen, Deutschland) bestimmt. Als interne Kontrolle wurde 
weiterhin die Prolif erat ionskapazitat von aus dem gleichen 
Spender stammenden T-Lymphozyten bestimmt. 

Dosiseskalierungsuntersuchungen unter Verwendung verschiedener 
Hsp70-Proteine/Fragmente in Konzentrat ionen von 1-200 fig /ml 
zeigten, daS eine maximale Stimulierung der Prol if erat ionskapa- 
zitat mit 100 /ig/ml Hsp70 - Protein erreichbar war. Die Prolif e- 
rationsaktivitat isolierter NK- und T-Zellen wurde nach in 
vitro-Stimulation mit rHsp70, DnaK, Hsc70, rHsp70-C term. bzw. 
rHsp70homC (Aminosauren 3 84-562) getestet . Wie in der Figur 1A 
gezeigt, wurde die NK-2el Iprolif eration durch rHsp70 
signifikant stimuliert. Die Stimulation durch den carboxy- 
terminalen Bereich von Hsp und durch rHsp70homC, das in der C- 
terminalen Domane mit den Aminosauren 384-561 zu 94% mit Hsp70 
identisch ist, ist ebenfalls moglich. Ira Gegensatz dazu stimu- 
lierten DnaK und Hsc70 die Proliferation von NK-Zellen nicht . 
Hitzedenaturiertes rHsp70 verlor die stimulatorischen 
Eigenschaf ten fur die Proliferation von NK-Zellen vollstandig. 

Weiterhin konnte gezeigt werden, dafi die Proliferation von CD3- 
positiven T-Lymphyten durch DnaK stimulierbar war, wahrend 
THsp70, Hsc70 und rHsp70homC und hitzedenaturiertes rHsp70 kei- 
ne Wirkung auf die Prolif erationsf ahigkeit von T-Zellen zeigten 
(Figur IB) . 

Zusammenf assend konnte somit eine Proliferation von NK-Zellen 
durch rekombinantes humanes Hsp70 -Protein durch den C- 
terminalen Bereich von Hsp70 (3 84 - 561) und rHsp70homC / einem 
zum Hsp7 0 homologen Protein, induziert werden, wahrend eine 
Proliferation der T-Zellen selektiv durch bakterielles Hsp70 
(E. coli DnaK) stimulierbar war. 
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Beispiel 2: Steigerung der zytolytischen Aktivitat von NK- 
Zellen nach Gabe von Hsp7 0 

Eine funktionelle Analyse der NK-Zellen unter Verwendung von 
Hsp70 -exprimierenden (CX+ ) und Hsp70 -nicht -exprimierenden 
(CX-) -Tumorzellen zeigte, dafi die Plasmamembranexpression von 
Hsp70 mit einer erhohten Sensitivitat fur die durch NK-Zellen 
vermittelte Lysis korrelierte. Diese durch NK-Zellen 
vermittelte Lysis von Tumorzellen kann durch Vorinkubat ion der 
Tumor zellini en mit monoklonalen Antikorpern, die gegen den 
carboxy- terminalen Bereich (Aminosauren 504-617) von Hsp70 
gerichtet sind und mit dem Antikorper RPN1197 (1, 4) , blockiert 
werden. Nachfolgend wurde der EinfluS von rekombinantem Hsp7 0- 
Protein (rHsp70) auf die zytolytische Aktivitat von NK-Zellen 
fur die autologen, Hsp70 -exprimierenden (CX+) - und Hsp70-nicht- 
exprimierenden (CX- ) -Tumorzellen analysiert. Die Ergebnisse der 
Zytotoxizitatstests unter Verwendung hochgereinigter NK-Zellen, 
die mit Hsp70 - Protein in einer Konzentrat ion von 5 /ig/ml fur 4 
Tage vorinkubiert worden waren, sind in der Figur 2A und B zu- 
sammengef alSt . Die Versuchsansordnung war dabei wie f olgt : Zur 
Stimulation der zytotoxischen Aktiviatat wurden NK-Zellen mit 
10 /ig/ml rHsp70 inkubiert . Die Stimulation wurde in 4-tagigem 
Abstand wiederholt. 

Die humanen, autologen Kolonkarzinom-Subzellinien CX+ und CX- , 
die sich in ihrer Hsp70 -Expression auf der Plasmamembran unter- 
scheiden (Multhoff et al . , J. Immunol. 158 (1997), 4341), 
wurden in RPMI 1640-Medium, supplement iert mit 10% FKS (Life 
Technologies) , 6 mM L-Glutamin und Antibiotika (10 0 IU/ml 
Penicillin und 100 /ig/ml Streptomycin; Life Technologies) 
kultiviert. Exponentiell wachsende Tumorzellen wurden als 
Target zellen verwendet , und gereinigte CD3 - NK-Zellen wurden, 
nach Zellsortierung unter Verwendung von eines FACStar plus - 
Instruments (Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland) , als 
Ef f ektorzellen eingesetzt. Die durch NK-Zellen vermittelte Zy- 
totoxizitat wurde unter Verwendung eines 4-stundigen 51 Cr-Ra- 
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dioisotopentests (Multhoff et al . , J. Immunol. 158 (1997), 
4341) bestimmt. Der Prozentsatz der spezifischen Lyse wurde wie 
folgt berechnet : [ (experimentelle Freisetzung - spontane Frei- 
setzung) / (maximale Freisetzung - spontane Freisetzung)] x 100. 
Die spontane Freisetzung von Cr-51 betrug in alien Versuchen 
unter 15%. 

Uberraschenderweise konnte gezeigt werden, dalS bei einer Inku- 
bation der NK-Zellen mit rHsp70 -Protein fur mindestens 4 Tage 
sowohl die Proliferation als auch die zytolytische Aktivitat 
von NK-Zellen gegeniiber Hsp7 0 - expr imierenden Tumorzellen (CX+) 
stimuliert wurde. Im Gegensatz dazu verloren NK-Zellen aus dem 
gleichen Spender, die nicht mit rHsp70 behandelt wurden, diese 
Reaktivitat nach 10 Tagen (Daten nicht gezeigt) . Die lytische 
Aktivitat von nicht mit rHsp70 stimulierten NK-Zellen war im 
Vergleich zu mit rHsp70 behandelten und stimulierten NK-Zellen 
geringer, und es konnte dann kein signif ikanter Unterschied in 
der Lyse Hsp7 0 -exprimierender und nicht -exprimierender Tumor- 
zellen festgestellt werden. 

Die vorliegenden Untersuchungen zeigen, dafi der carboxy- termi - 
nale Teil von Hsp70 (Aminosauren 3 84 - 641) , fur die 
Stimulierung der zytolytischen und prolif erativen Funktion von 
NK-Zellen verantwortlich ist . Erf indungsgemaS konnte somit 
gezeigt werden, dafi insbesondere der carboxy- terminale Teil des 
Hsp70-Proteins als stimulierendes Signal fur NK-Zellen wirkt, 
die spezifisch Hsp70-exprimierende Tumorzellen in vitro 
angreif en . 

Beispiel 3: Ant i- tumoral e Wirkung mit Hsp70 stimulierter NK- 
Zellen 

Fur die Untersuchung der in vivo Relevanz von NK-Zellen gegen- 
iiber Hsp7 0- expr imierenden Tumorzellen wurden Untersuchungen an 
immundef izienten SCID/beige Mausen durchgef uhrt . Dabei wurden 
zunachst unterschiedliche Mengen an Tumorzellen {CX+ oder CX- 
Zellen) in SCID/beige Mause injiziert. Eine Menge von 2,5 Mio 
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Zellen erwies sich als optimale Tumor zellmenge zur Induktion 
von Tumorwachstum innerhalb eines Zeitraums von 3 bis 5 Wochen. 
Als Injektionsmethode wurde eine i.p. ( intraperitoneale ) Oder 
o.t. (orthotope, d. h. hier in die Darmwand) Injektion von 
Kolonkarzinomzellen CX+ oder CX- in die Darmwand gewahlt . Die 
NK-Zellen wurden nach Stimulation entweder i.p. oder i.v. 
(intravenos) appliziert. Wie in Figur 3 dargestellt, konnte in 
alien Tieren ein Tumorwachstum sowohl nach i.p. als auch nach 
o.t. Injektion erzielt werden. Im Gegensatz zur i.p. Injektion 
konnte nach o.t. Injektion neben dem Wachstum eines 
Pri mar tumors auch eine Metastasierung der CX+ Zellen vor allem 
in Milz und Lunge beobachtet werden (3 von 3 Mausen nach o.t. 
Injektion) . 

Eine Injektion von humanen NK-Zellen (i.p., aber auch i.v.) 
selbst vier Tage nach der Injektion von Tumorzellen fiihrt zu 
einer vollstandigen Inhibition des Tumorwachs turns . 

Interessanterweise konnte durch NK-Zellen nicht nur das Wachs- 
tum von Prima rtumoren (im i.p. Raum oder am Darm) inhibiert 
werden, sondern auch die Metastasierung der Tumore . 

Diese Befunde machen deutlich, da£ eine Immunrekonst i tut ion von 
SCID/beige Mausen mit voraktivierten, humanen NK-Zellen nicht 
nur in vitro, sondern auch in vivo ( im Tier) zu einer Lyse von 
Tumorzellen fiihrt. Interessanterweise kann auch die Metastasie- 
rung durch humane NK-Zellen unterdruckt werden. 
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Anspriiche 

1. Verwendung eines Hsp70 -Proteins , eines C-terminalen 
Fragmentes davon oder eines Derivats davon oder eines 
Proteins mit einer Aminosauresequenzhomologie zum C- 
terminalen Bereich (Aminosauren 384-641) des Hsp70- 
Proteins von ^ 70% zur Herstellung eines Arzneimittels , 
Medizinproduktsrodukts , oder medizinischen Hilfsstoffs zur 
Aktivierung von NK-Zellen. 

2. Verwendung eines Hsp70 -Proteins , eines C-terminalen 
Fragmentes davon oder eines Derivats davon oder eines 
Proteins mit einer Aminosauresequenzhomologie zum C- 
terminalen Bereich (Aminosauren 384-641) des Hsp70- 
Proteins von ^ 70% zur in vitro oder ex vivo Aktivierung 
von NK-Zellen. 

3. Verwendung nach Anspruch 1 oder 2, wobei die Aktivierung 
die Induktion einer durch NK-Zellen vermittelten Immunant- 
wort umf aJlt . 

4. Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 3, wobei die 
Aktivierung eine Stimulation der Proliferation von NK- 
Zellen und/oder eine Steigerung der zytolyt ischen Aktivi- 
tat von NK-Zellen einschlieSt. 

5. Verwendung nach Anspruch 4, wobei die zytolytische 
Aktivitat gegeniiber Tumorzellen, Zellen von Patienten mit 
Inf ektionserkrankungen gesteigert ist . 

6. Verwendung nach Anspruch 5, wobei die zytolytische 
Aktivitat gegeniiber Leukamie zellen, Lymphomzellen, 
Tumorzellen, metastasierenden Zellen solider Tumore und 
Zellen von Patienten mit viralen, mykotischen und/oder 
bakteriellen Inf ektionserkrankungen gesteigert ist. 



WO 99/49881 



PCT/EP99/02165 



28 

7. Verfahren zur ex vivo oder in vitro Aktivierung von NK- 
Zellen, wobei man eine NK-Zellen enthaltende 
physiologische Zellsuspension mit einem Hsp70-Protein, 
einem C-terminalen Fragment davon oder einem Derivat davon 
oder einem Protein mit einer Aminosauresequenzhomologie 
zum C-terminalen Bereich (Aminosauren 384-641) des Hsp70- 
Proteins von ^ 70% vermischt und inkubiert, um eine 
Aktivierung der NK-Zellen zu bewirken. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, wobei die Aktivierung eine 
Stimulation der Proliferation der NK-Zellen und/oder eine 
Steigerung ihrer Zytotoxi zitat umf a£t . 

9. Verfahren nach Anspruch 7 oder 8, wobei als NK-Zellen 
enthaltende physiologische Zellsuspension periphere, 
mononukleare Blutzellen oder eine NK-Zellen enthaltende 
Fraktion hiervon eingesetzt werden. 

10. Verfahren nach einem der Anspriiche 7 bis 9, wobei die 
Zellsuspension weiterhin Hsp70 auf der Zelloberf lache 
exprimierende menschliche oder tierische Zellen entha.lt. 

11. Verfahren nach Anspruch 10, wobei als menschliche oder 
tierische Zellen Tumorzellen, Zellen von Patienten mit 
Inf ektionserkrankungen eingesetzt werden. 

12. Verfahren nach Anspruch 11, wobei als menschliche oder 
tierische Zellen Leukamie zellen , Lymphomzellen, 
Tumorzellen, metastasierende Zellen solider Tumore und 
Zellen von Patienten mit viralen, mykotischen und/oder 
bakteriellen Inf ektionserkrankungen eingesetzt werden. 

13. Verfahren nach einem der Anspriiche 7 bis 12, wobei die die 
Zellen und Proteine enthaltende physiologische 
Zellsuspension mindestens 3 Stunden inkubiert wird. 
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14. Verfahren nach Anspruch 13, wobei die Inkubation 4 Tage 
lang vorgenommen-wird . 

15. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 6 oder Verfahren 
nach einem der Anspriiche 7 bis 14, wobei zusatzlich ein 
Zytokin eingesetzt wird. 

16. Verwendung oder Verfahren nach Anspruch 15/ wobei als 
Zytokin ein Interleukin eingesetzt wird. 

17. Verwendung oder Verfahren nach Anspruch 16, wobei als 
Interleukin IL-2, IL-12 und/oder IL-15 eingesetzt wird. 

18. Verfahren zur in vivo-Akt ivierung des Immunsystems , wobei 
man einem Patienten eine pharmazeut isch wirksame Menge von 
nach dem Verfahren nach einem der Anspruche 7 bis 17 
aktivierten NK-Zellen verabreicht, gegebenenf alls in 
Kombination mit oder zeitlich vor einer pharmazeutisch 
wirksamen Menge eines Hsp70-Proteins , eines C-terminalen 
Fragment es davon oder eines Derivats davon oder eines 
Proteins mit einer Aminosauresequenzhomologie zum C- 
terminalen Bereich (Aminosauren 384-641) des Hsp70- 
Proteins von ^ 70% verabreicht. 

19. Verfahren zur in vivo-Aktivierung von NK-Zellen, wobei man 
einem Patienten eine pharmazeutisch wirksame Menge eines 
Hsp7 0- Proteins , eines C-terminalen Fragmentes davon oder 
eines Derivats davon oder eines Proteins mit einer 
Aminosauresequenzhomologie zum C-terminalen Bereich 

(Aminosauren 3 84-641) des Hsp70 -Proteins von ^ 70% 
verabreicht . 

20. Verfahren zur Behandlung von Tumoren, Krebserkrankungen, 
Inf ektionskrankheiten oder Aut o immune rkrankung en , wobei 
man einem Patienten eine pharmazeutisch wirksame Menge von 
nach dem Verfahren nach einem der Anspruche 7 bis 17 
aktivierten NK-Zellen und/oder eines Hsp70-Proteins , eines 
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C- terminal en Fragment es davon oder eines Deri vats davon 
oder eines Proteins mit einer Aminosauresequenzhomologie 
zum C-terminalen Bereich (Aminosauren 384-641) des Hsp70- 
Proteins von 2. 70% verabreicht . 

21. Verfahren nach Anspruch 20, wobei der Tumor ein solider 
Tumor oder eine Metastase ist. 

22. Verfahren nach Anspruch 20, wobei die Krebserkrankung 
Leukamie oder ein Lymphom ist. 

23. Verfahren nach Anspruch 20, wobei die Inf ekt ionskrankhei t 
viralen, mykologischen oder bakteriellen Ursprungs ist . 

24. Arzneimittel, Medizinprodukt oder medi zinischer Hilfsstoff 
das/der ein Hsp70-Protein, ein C-terminales Fragment davon 
oder ein Derivat davon oder ein Protein mit einer 
Aminosauresequenzhomologie zum C-terminalen Bereich 

(Aminosauren 384-641) des Hsp70 -Proteins von j> 70% 
und/oder von nach dem Verfahren nach einem der Anspruche 7 
bis 17 aktivierten NK-Zellen in einer therapeut isch 
wirksamen Menge sowie gegebenenf alls ubliche Trager- 
und/oder Hilfsstoffe enthalt. 

25. Arzneimittel, Medizinprodukt oder medizinischer Hilfsstoff 
nach Anspruch 24, wobei das Protein in einer Konzentrat ion 
von mindestens 10 ug/ml , bevorzugt bis zu 1000 ug/ml , 
vorliegt . 

26. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 6 oder Verfahren 
nach einem der Anspruche 7 bis 23 oder Arzneimittel, 
"Medizinprodukt oder medizinischer Hilfsstoff nach Anspruch 
2 4 oder 25, wobei das Hsp7 0- Protein ein humanes Protein 
ist . 

27. Verwendung nach einem der Anspruche 1 bis 6 oder 2 6 oder 
Verfahren nach einem der Anspruche 7 bis 2 3 oder 2 6 oder 
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Arzneimittel, Medizinprodukt oder medizinischer Hilfsstoff 
nach einem der Anspriiche 24 bis 26, wobei das Hsp70- 
Protein oder dessen Fragment oder Derivat ein 
rekombinantes Protein ist. 

28. Verwendung nach einem der Anspriiche 1 bis 6, 2 6 oder 2 7 
oder Verfahren nach einem der Anspriiche 7 bis 23, 26 oder 
27 oder Arzneimittel, Medizinprodukt oder medizinischer 
Hilfsstoff nach einem der Anspriiche 24 bis 27, wobei das 
Hsp70 -Protein das C-terminale Fragment die Aminosauren 384 
bis 561 von menschlichem Hsp70 oder den entsprechenden 
Bereich aus einem anderem Hsp70 umf afit , das die 
erfindungsgemaSen Wirkungen umfaSt.: 

29. Verwendung der nach einem Verfahren nach einem oder mehre- 
ren der vorhergehenden Anspriiche behandelten NK-Zellen zur 
Therapie von Tumor erkrankungen, und/oder 
Inf ekt ionserkrankungen . 

3 0 . Verwendung nach Anspruch 2 9 , wobei die Therapie durch 
Reinf undierung der behandelten NK-Zellen erf olgt . 
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FIG. 2A 
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FIG. 2B 
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| Der Anmeider hat die ertorderlichen zusatzlichen Recherchengebiihren nicht rechtzeitig enmchtet. Der Internationale Recher- 

chenbencht beschrankt sich daher aut die in den Ansprucnen zuerst erwahnte Errindung: aiese ist in toigenden Ansprucnen e 

faflt 



Bemerkungen hinslchtilch «tnes Wld«rspruchs j | Die zusatzlichen Gebuhren wuraen vom Anmeider unter Widersprucn gezahlt. 

j j Die Zahtung zusatzticner Rechercnengebuhren erloigte ohne Widersprucn, 
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Obwohl die Anspruche 13-23, 29 und 30 (alle vollig) und die Anspruche 
26-28 (alle teilweise. so weit es sich handelt urn ein in vivo Verfahren) 
sich auf ein Verfahren zur Behandlung des menschl i chen/ti eri schen Korpers 
beziehen. wurde die Recherche durchgefuhrt und grundete sich auf die 
angefuhrten Wirkungen der Verbi ndung/Zusammensetzung . 
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